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RESUMO

CHAVES, lzabel de Souza, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Contribuicdo da barreira tegumentar para a germinagdo de sementes de
Stylosanthes humilis H.B.K. Orientador: Raimundo Santos Barros. Coorientadores:
Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias e Fernando Luiz Finger

Sementes de estilosante (Stylosanthes humilis HBK), leguminosa tropical,
forrageira anual, exibem uma barreira tegumentar imposta principalmente pelos
macroesclereidios que compde o tecido palicadico do tegumento. Alguns reguladores de
crescimento sdo capazes de penetrar 0 tegumento das sementes, estimular a germinagéo
e promover o crescimento do embrido que, entdo rompe a barreira tegumentar. Quando
as sementes sdo escarificadas em seguida ao tratamento das sementes com reguladores
por 48 ou 72 h, ocorre quebra parcial da dorméncia, mostrando que os reguladores
haviam penetrado pelo tegumento. Os reguladores de crescimento que exibiram maior
permeancia , i. e., aqueles que propiciaram um nivel de germinacdo mais alto foram:
acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano, tiouréia e &cido 2-cloroetilfosfonico (CEPA)
+ benziladenina (BA). CEPA e BA, isoladamente, também puderam quebrar a
dorméncia, dependendo do lote de sementes estudado. Tratamentos de escarificacdo
mecanica (com o uso de lixa d’agua) e quimica (com H,SO,) tornaram o tegumento
permeavel a gua e solucdo dos reguladores de crescimento por afetarem a cuticula e os
macroesclereidios do tegumento e, por isso, sdo rotineiramente empregados na quebra

da paradorméncia tegumentar das sementes.



ABSTRACT

CHAVES, lzabel de Souza, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa. July, 2011.
Contribution of seed coat to the control of germination of Stylosanthes humilis
H.B.K. seeds. Adviser: Raimundo Santos Barros. Co-advisers: Denise Cunha
Fernandes dos Santos Dias and Fernando Luiz Finger

Seeds of Towsville stylo (Stylosanthes humilis HBK), a tropical annual forage
legume, exhibit a seed coat barrier to water and solutions imposed mainly by its
macrosclereids, elongated palisade cells. Some growth regulator solutions are capable to
penetrate the seed coat stimulating embryo growth, wich causes then coat rupture,
leading to germination. When seeds are scarificed mechanically with sandpaper
following treatments with regulators for 48 or 72 h, dormancy is partially broken,
showing that regulators had penetrated through the seed coat. The growth regulators
which mostly permeate seed coat thus promoting germination were: 1-amino-1-
cyclopropane-1-carboxylic acid, thiourea and the combination 2-chloroethylphosphonic
acid (CEPA) plus benzyladenine (BA). CEPA and BA, isolatedily, were also able to
break dormancy, depending on the seed lot studied. Seed coat became highly permeable
to water and growth regulators after mechanical (with sandpaper) and chemical (with

sulfuric acid) scarification.



1 INTRODUCAO

Stylosanthes humilis H.B.K. (estilosante) é uma espécie tropical forrageira,
anual, que produz grande quantidade de sementes. Pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoideae, sendo o género constituido de cerca de 40 espécies,
distribuidas em &reas tropicais da América, Africa e sudeste da Asia (Cook et al 2005).
O Brasil é tido como o maior centro de origem e diversidade de Stylosanthes (Lewis et
al 2005) e algumas espécies sdo consideradas a principal fonte de leguminosas
forrageiras em ambientes tropicais e subtropicais (Edye e Cameron 1984), devido
especialmente ao seu alto teor de proteinas e bom desenvolvimento em solos
relativamente pobres (Santos et al 2009). Em geral, as leguminosas forrageiras
apresentam alta qualidade nutritiva em comparacdo com as gramineas forrageiras
(Klusmann 1988) e contribuem para o incremento de nitrogénio no solo, por meio da
fixacdo simbidtica. Sementes de algumas espécies dessa familia possuem tegumento

relativamente rijo, o que impede a germinacdo (Cameron 1967, Bewley e Black 1994).

A dorméncia, de modo geral, pode ser entendida como a suspensdo temporaria
do crescimento visivel de alguma estrutura da planta que contenha um meristema (Lang
et al 1987). Diversos fatores podem causar dorméncia, mas, nos casos em que um fator
fisico ou sinal bioquimico originario de uma estrutura diferente da estrutura afetada esta
envolvido, a dorméncia é classificada como paradorméncia. A paradorméncia pode ser
desencadeada ambientalmente ou ser originaria de fatores morfogénicos produzidos em
6rgdos adjacentes como a testa, o pericarpo ou 6rgaos extraflorais (Lang et al 1987). No
caso de sementes, nem sempre um sinal bioquimico esta envolvido e a paradorméncia é
devida aos tecidos que recobrem o embrido (Arteca 1996) que, geralmente, atuam
como: a) barreiras de permeabilidade, impedindo a absor¢do de &gua ou as trocas

gasosas; b) barreiras mecanicas que previnem a expansdo do embrido; ou ¢) acimulo de



inibidores da germinacdo. Além disso, os tecidos que recobrem o embrido podem
impedir a lixiviacdo de inibidores da germinacdo dos tecidos do embrido durante o

processo de embebicao e, indiretamente, prolongar a dorméncia (Adkins et al 2002).

No caso de estilosante, a germinagdo é regulada por dois mecanismos, um de
natureza tegumentar (paradorméncia) e outro de natureza embrionéria, a endodorméncia
(Cameron 1967), estratégias que garantem a sobrevivéncia da espécie, impedindo a
germinacdo quando as condi¢des de crescimento da plantula sdo desfavoraveis (Argel e
Humpreys 1983 a). A endodorméncia é regulada por fatores fisiologicos dentro da
prépria estrutura afetada e, no caso de sementes, se 0 embrido é excisado, ele ndo
consegue germinar tdo rapidamente quanto os ndo-dormentes ou ndo produz plantulas
normais (Lang et al 1987). A endodorméncia de estilosante reduz-se gradualmente com
a idade pos-colheita da semente, ndo mais ocorrendo entre 12 e 15 meses (Vieira e
Barros 1994). J4 a sua paradorméncia tegumentar ndo é perdida naturalmente com o

armazenamento normal das sementes (Cook et al 2005).

Alguns processos que ocorrem naturalmente podem provocar a escarificagcdo do
tegumento como, por exemplo, acdes abrasivas do solo e da &gua, secagem,
congelamento e descongelamento, passagem pelo trato digestivo de animais, ataque de
microorganismos (Vazquez-Yanes e Orozco-Segovia 1993; Baskin e Baskin 1998).
Além disso, de acordo com Tran e Cavanagh (1984), a barreira tegumentar também
pode ser rompida por tratamentos de escarificacdo mecéanica (e. g., uso de lixas, areias,
impacto ou pressao), quimica (e. g., acidos, alcodis, acetona, agentes oxidantes) ou

térmica (e. g., calor, agua fervente, ondas eletromagnéticas).

Os efeitos dos processos de escarificagdo no tegumento das sementes s&o

variaveis entre as espécies, mas nas leguminosas, de acordo com Zeng et al (2005),



existem duas linhas de pensamento acerca do efeito dos tratamentos. A primeira delas €
a de que os processos de escarificacdo atuam em regides especificas no tegumento da
semente, como por exemplo, o hilo, a micropila, o estrofiolo e a lente (regides
fisicamente mais frageis do tegumento). Essas regiGes sofreriam alteracfes
morfologicas durante a perda da dorméncia (seja de forma natural ou ndo), que
permitiriam a entrada de agua. J& a segunda corrente sugere que todo o tegumento esta
envolvido na entrada de agua, ndo havendo uma regido especifica para tal. Porém,
independentemente do local em que ocorra a alteragdo morfoldgica, desde que ocorra
enfragquecimento ou dano no tegumento das sementes e que possibilite a entrada da
agua, poderéa ocorrer, consequentemente, a iniciacdo do processo de germinacgdo (Tran e

Cavanagh 1984).

A germinacao ocorre desde que as sementes ndo apresentem também algum grau
de endodorméncia ou uma ecodorméncia (esta devida a um ou mais fatores ndo-
permissivos do ambiente; em sementes equivaleria a quiescéncia) (Lang et al 1987). Em
estilosante, sabe-se que diversos compostos séo capazes de quebrar a endodorméncia de
sementes escarificadas, tais como o &cido 2-cloroetilfosfénico (CEPA, Ethrel),
benziladenina (BA), tiouréia (TU), compostos selénicos (Burin et al 1987, Pinheiro et al
2008), ions toxicos (Delatorre e Barros, 1996). De maneira semelhante, sabe-se que
solucBes aquosas de baixos pHs também promovem a germinacdo (Footitt e Cohn 1992,
Pelacani et al 2005). Obviamente, para que essas substancias sejam eficazes na quebra
da dorméncia, é necessario que elas tenham uma boa penetragdo nas camadas de células
dos tecidos das sementes e alcancem o embrido, nem que para tal seja necessario algum

processo de escarificacao.

A estrutura celular do tegumento de sementes de S. scabra e de S. hamata €

bastante similar, porém Argel e Humphreys (1983 c) consideram que S. hamata possui
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uma camada de tecido a mais, a cuticula, o que néo foi verificado por Serrato-Valenti et
al (1993) em S. scabra. As demais camadas de tecidos do tegumento (trés) séo
encontradas em ambas as especies. A camada mais externa em S. scabra ou a camada
subsequiente a cuticula em S. hamata, é composta de tecido palicadico e pode ser
dividida em duas secgdes: (i) uma parte sulcada, situada na regido exterior do tegumento
e que se estende internamente por cerca de um terco ou um quarto do tecido pali¢adico.
Nela, as células possuem a extremidade em formato poligonal com sulcos bastante
evidentes e espessamento longitudinal da parede; (ii) um setor cilindrico, que se estende
por toda a parte remanescente de tecido palicddico (3/4 ou 2/3), em que 0S
espessamentos sdo menos evidentes e o limen maior e a porcdo inferior é bastante

irregular, algumas vezes encurvada.

A camada de células interiormente subsequente é chamada de hipoderme e é
constituida de osteoesclereidios (células em formato de ampulheta) com grandes
espacos intercelulares. A camada mais interna do tegumento é composta de tecido
parenquimatico, porém em S. scabra, Serrato-Valenti et al (1993) consideram que essa
camada de tecido parenquimatico estd dentro da hipoderme, sendo o paréngquima
colapsado com alguns feixes vasculares nele embebidos. As camadas de células
palicadicas conferem grande parte da impermeabilidade do tegumento, mas além delas,
a superficie de sementes €, geralmente, coberta por uma mistura complexa de lipidios,
de carater hidrofébico e polimérico, tais como suberina, cutina, ceras e por outras
substancias como calose, fendis, silica e pectina que atuam como uma barreira,

restringindo a entrada de substancias no tegumento (Zeng et al 2005).

Diante do exposto, percebe-se que a restricdo imposta pelo tegumento das
sementes de leguminosas é um fator relevante na germinacdo. Uma vez que 0S

compostos capazes de quebrar a endodorméncia das sementes consigam penetrar no
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tegumento e atingir o embrido (vencer a barreira fisica imposta a entrada de agua e
gases), e sendo o embrido capaz de vencer a barreira tegumentar (imposta a sua
expansdo), as sementes poderdo germinar (Bewley e Black 1994). Dessa forma, a
barreira tegumentar possui uma funcdo restritiva a germinacdo tdo importante quanto a
endodorméncia. E a quebra da paradorméncia tegumentar € um processo irreversivel, ou
seja, uma vez que o tegumento se torna permedvel, ele ndo mais pode tornar-se
impermeéavel, diferentemente da endodorméncia, em que algumas sementes podem

entrar em dorméncia secundaria, apds a primaria ter sido quebrada (Hamley 1932).

A barreira tegumentar assume um papel modulador frente as interacfes entre as
estruturas internas da semente, 0 meio ambiente e a germinagdo (De Souza e Marcos-
Filho 2001). Porém, apesar de a paradorméncia tegumentar de espécies leguminosas ser
um fator controlador da germinacao, poucos estudos estéo voltados para as interrelagoes
entre a expansdo embrionaria e a resisténcia da barreira tegumentar, em especial no
género Stylosanthes. Além disso, trabalhos relacionados a imposicdo natural do

tegumento em sementes com e sem endodorméncia sao escassos.

2 OBJETIVOS

Avaliar a contribuicdo da barreira tegumentar na germinacdo de sementes de
estilosante, em resposta a expansdo do embrido promovida por reguladores de

crescimento.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Plantas de estilosante foram cultivadas em casa-de-vegetacdo na Universidade
Federal de Vigosa (20° 45’ S, 42° 15’ W), Vicosa, Minas Gerais, em vasos plasticos de
3,5 dmd. O substrato foi composto de solo latossolo vermelho-amarelo e esterco bovino
curtido, na proporc¢éo de 2:1, recebendo adubacéo de cobertura NPK (4-14-8), por duas
vezes. A irrigacdo foi realizada diariamente, mantendo-se a umidade do substrato
proxima a capacidade de campo. Por ser uma espécie de dia curto (Cameron e ‘t
Mannetje 1977), as plantas foram cobertas com uma empanada preta no periodo de
janeiro a margo, de modo a reduzir-se o fotoperiodo para 8 h diarias, para a inducdo da
floracdo. Os frutos, quando maduros, foram coletados periodicamente e armazenados
em sacos de papel, no laboratorio, até a conducéo dos experimentos. Dessa forma, havia
disponibilidade de sementes de diferentes idades pos-colheita e, consequentemente,

diferentes graus de endodorméncia, por todo o periodo experimental.

3.2 Conducéao dos experimentos

Para a realizacdo dos ensaios, os frutos foram debulhados por friccdo entre duas
superficies emborrachadas. Em seguida, as sementes foram semi-esterelizadas em
solugdo de hipoclorito de sodio 0,5%, por 10 min e, posteriormente, lavadas
exaustivamente com agua destilada. Todas as solucfes-teste foram preparadas em
tampéo tris-HCI 10% mol dm™, sob pH 7,0 (controle), com algumas gotas de Tween 80
(0,05%). Todos os reguladores utilizados foram procedentes da SIGMA (Missouri,

EUA).



Para os ensaios de germinacdo, as sementes foram infiltradas com as solucgdes-
teste (10 cm®), com duas aplicacdes de vacuo por um periodo de 3 min e um intervalo
de 3 min entre as aplicacGes. Posteriormente, foram colocadas para germinar em placas
de Petri de vidro (90 mm de diametro), semi-esterelizadas a 105 °C, por 4 h, contendo
ao fundo, duas camadas de papel de filtro Whatman n° 1. Os testes de germinacédo
foram conduzidos em camara de crescimento noite/dia (tipo BOD, Forma Scientific,
Inc, Ohio, EUA), a 30 °C, no escuro (exceto para o experimento de imersdo das
sementes, em que a temperatura utilizada foi 25 °C). A germinacdo foi registrada
diariamente, durante cindo dias, sendo a protruséo da radicula, o critério adotado para

considerar-se uma semente germinada.

3.3 Quebra da dorméncia com reguladores

Dois diferentes lotes de sementes foram utilizados neste experimento para
verificar quais reguladores de crescimento foram capazes de quebrar a dorméncia das
sementes. Em ambos, foram utilizadas sementes dormentes e escarificadas
mecanicamente entre duas lixas d’agua n° 180 e colocadas para germinar em placa de
Petri contendo ao fundo, duas camadas de papel Whatman n° 1 e 10 cm® das solucdes

dos reguladores, em cdmara de crescimento, a 30 °C.

Um dos lotes foi tratado com os seguintes reguladores de crescimento: acido 2-
cloroetilfosfonico (CEPA) 10 e 10 mol dm™, benziladenina (BA) 10° e 10 mol dm,
CEPA + BA 10° e 10” mol dm™ e tiouréia (TU) 102 e 10" mol dm™. J& o outro lote de
sementes foi tratado com CEPA, diferentes citocininas e com a combinagéo de CEPA +
citocininas, todos as concentracdes entre 107 a 10 mol dm™. Posteriormente, os

valores de percentagem de germinacdo das sementes tratadas com CEPA e citocininas



isoladamente foram somados e comparados com o valor da germinacdo sob a
combinacdo CEPA + citocininas, para saber se houve um efeito sinergistico. As
citocininas utilizadas foram: BA, cinetina (CINET), dihidrozeatina (D2),
dimetilalilaminopurina (2IP) e zeatina (ZEA); seus respectivos ribosidios e as
substancias citocinindides, a base de uréia, cloropiridilfeniluréia (CPPU), difeniluréia
(DU) e thidiazuron (TDZ). Para a dissolu¢cdo dos compostos citocinindides foram
utilizadas algumas gotas de Tween 80 (0,05%), seguido de aquecimento da mistura, e
para as demais citocininas e ribosideos, foram utilizadas algumas gotas de

dimetilsulféxido (DMSO).

3.4 Quebra da dorméncia por imersdo em agua

Sementes dormentes e ndo-dormentes, ndo escarificadas e escarificadas
mecanicamente com lixa d’agua n° 180, foram imersas em 100 cm® de 4gua destilada,
com algumas gotas de Tween 80 (0,05%), em copo de vidro de 150 cm?®, pH 7,0 por 3,
6, 9, 12, 18 e 24 h e mantidas em camara de crescimento a 25 °C. Decorrido o tempo de
imersdo, foi avaliada a germinagdo ocorrida dentro do copo e as sementes que nao
germinaram foram transferidas para placa de Petri contendo tris-HCI 10 mol dm™, pH
7,0, sendo a germinacdo total avaliada por mais quatro dias. Como controle, foram

utilizadas sementes em placa de Petri, sem passar por nenhum periodo de imers&o.

3.5 Germinacéo de sementes intactas

Para determinar-se o grau de permeabilidade das sementes aos reguladores de

crescimento, sementes dormentes e ndo-dormentes, sem qualquer tratamento de



escarificacdo, foram imersas em solugdes de diferentes reguladores de crescimento, a
saber: CEPA 2 x 10°e 2 x 10 mol dm™, BA 2 x 10°e 2 x 10* mol dm™®, CEPA + BA
2x10°e 2 x 10* mol dm®, TU 2 x 10%e 2 x 10™ mol dm™, 4cido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC) 2 x 10“ e 2 x 10° mol dm™, além de condig6es promotoras
da germinacdo, como pHs 2,0 e pH 3,0 (no caso, as solu¢bes eram renovadas apos 12
h). Como controle, foram utilizadas sementes intactas, sementes em pH 7,0 (renovado
apos 12 h). Foram utilizadas sementes coletadas em quatro diferentes ocasifes, 2006 e
2011 para sementes dormentes e 2005 e 2010 para sementes ndo-dormentes. A
montagem do experimento foi realizada em placas de Petri semi-esterelizadas, com as

sementes, e colocadas para germinar em cAmara de crescimento a, 30 °C.

Adicionalmente, estimou-se também o grau de umidade das sementes coletadas
em julho de 2010 (ndo-dormentes, com 82,1 + 15% de germinacdo, quando
escarificadas mecanicamente) e em margo de 2011 (dormentes, com 0,8 £ 0,4% de
germinacdo, quando escarificadas mecanicamente). Foi determinada a massa fresca das
sementes e a massa seca apds as sementes permanecerem em estufa a 105 °C, por trés
dias, conforme descrito por Brasil (2009). Estimou-se o teor de umidade com base no

peso umido, pela formula:

100 (Pi- Ff)

23 de Umidade =
7 de Umidade T

em que: Pi = massa inicial, massa do recipiente mais a massa da semente, Pf = massa

final, massa do recipiente mais 0 massa da semente seca, t = tara, massa do recipiente.
3.6 Escarificacdo acida

Para testar-se a eficiéncia da escarificacdo acida na quebra da dorméncia das

sementes, sementes dormentes e ndo-dormentes foram imersas em acido sulfurico



(H2SO,4) concentrado por 15; 30 e 45 s e 1; 2,5; 5; 10; e 15 min, e sementes nédo-
dormentes em &cido cloridrico (HCI) concentrado por 1; 2,5; 5; 10; 15; e 30 min. Em
sequida, as sementes foram lavadas exaustivamente com agua destilada, secas sobre
papel absorvente em bancada por 24 h e colocadas para germinar em tris-HCI 102 mol

dm™ pH 7,0, em placas de Petri semi-esterelizadas, em camara de crescimento, a 30 °C.

A permeabilidade do tegumento escarificado com H,SO, foi avaliada tratando-se
as sementes com diferentes reguladores de crescimento apoOs as sementes dormentes e
ndo-dormentes terem sido imersas em H,SO,4 por 45 s; 1; 2,5; e 5 min. Os reguladores
fornecidos as sementes escarificadas foram: CEPA 10° e 10 mol dm™, BA 10®°e 10™
mol dm™, CEPA + BA 10° e 10 mol dm™ e TU 10?%e 10™ mol dm™. Como controle,
em todos esses experimentos, foram utilizadas sementes ndo-escarificadas e sementes
escarificadas mecanicamente com lixa e levadas a germinar em tris-HCI 10 mol dm,

pH 7,0.

3.7 Escarificacdo apos a imersao nos reguladores

Sementes dormentes e ndo-dormentes foram imersas em diferentes reguladores
de crescimento e inibidores da germinac&o, em béquer de 50 cm® e em placa de Petri de
150 mm de diametro (maior disponibilidade de oxigénio), ambos com 20 cm® de
regulador. As sementes foram imersas por 24, 48 e 72 h em cadmara de crescimento
durante o tempo de imerséo, a 30 °C. Decorrido o tempo de imersdo, as sementes,
dormentes e ndo dormentes foram secas sobre bancada, por 24 h, em papel absorvente,
escarificadas mecanicamente por leve fricgdo entre lixas d’agua n° 180 e colocadas para

germinar em tris-HCI 10 mol dm’>.
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Com as sementes dormentes, os reguladores utilizados foram: CEPA 10™ mol
dm™, BA 10 mol dm™, 4cido giberélico (GA3) 10 mol dm™, CEPA + BA 10 mol
dm*, CEPA + GA;3 10” mol dm?®, BA + GA; 10” mol dm™®, CEPA + BA + GA; 10™

mol dm™, TU 102e 10  mol dm=e ACC 10*mol dm?.

J& as sementes ndo-dormentes foram imersas em inibidores da germinacdo de
sementes de estilosante: 4cido abscisico (ABA) 10* mol dm™ e em inibidores da
biosintese do etileno:  4acido aminooxiacético (AOA) 10° mol dm?
aminoetoxivinilglicina (AVG) 10 mol dm, Co?* 10 mol dm™ ' e a combinagdo AVG
+ Co* (10" e 10°® mol dm™, respectivamente). Como controle, em todos os
experimentos, foram utilizadas sementes intactas e sementes escarificadas com lixa

d’agua n° 180, colocadas diretamente em placa de Petri, sem imersdo em solucdo, e

sementes imersas em tris-HCI 10> mol dm™ com e sem escarificacéo posterior.

3.8 Analises anatdmicas

Sementes dormentes e ndo-dormentes foram fixadas e preparadas para analise
anatdémica por microscopia eletronica de varredura (MEV), de acordo com o protocolo
descrito por Alves (2004). Para a observacdo das estruturas internas, os diasporos
foram congelados em nitrogénio liquido, seccionados e preparados de acordo com o
aquele protocolo. As amostras foram analisadas em microscopio eletrdnico de varredura

LEO EVO 40 XVP, Cambridge, Reino Unido.

Analises anatdmicas por microscopia de luz também foram realizadas. Para tal,
foram efetuados cortes de 60 pum de espessura nas sementes dormentes e nao-
dormentes, com o auxilio de um criomicrotomo LEICA CM 1850, Nussloch, Alemanha,

sendo os cortes fixados em alcool a 70% até a confeccdo das laminas. Sementes
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intactas, escarificadas com lixa e imersas em H,SO,4 concentrado por 1 e 5 min foram

coradas com Safrablau, de acordo com o protocolo descrito por Bukatsch (1972).

Testes histoquimicos foram realizados no tegumento de sementes dormentes e
ndo-dormentes para verificar a presenca de ligninas (pela utilizagdo do corante
floroglucina &cida), lipideos (utilizando Sudam I11) e compostos fendlicos (com cloreto
de ferro I11), de acordo com protocolos descritos por Johansen (1940). A ocorréncia de
compostos fendlicos também foi analisada por estudos de microscopia de fluorescéncia,

utilizando-se de cloreto de aluminio, conforme descrito por Charriére-Ladreix (1976).

Para cada tratamento, foram confeccionadas duas laminas contendo pelo menos
quinze cortes cada uma delas. As observacOes e a captura de imagens foram realizadas
utilizando-se de microscopio de luz (modelo Olympus AX70TF, Olympus Optical,
Tokyo, Japdo), com sistema U-Photo, com camera digital acoplada (modelo Spot

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc. New York, USA).

3.9 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos de germinagéo
foi o inteiramente casualizado. A unidade experimental dos experimentos de
germinacdo foi composta por 50 sementes, com cinco repeticdes por tratamento. As
porcentagens de germinacdo foram transformadas em arco-seno (% G/100)1/2, para
seguirem distribuicdo normal e foram submetidas aos tratamentos estatisticos. As
diferencas entre as médias dos tratamentos foram avaliadas pelo teste de Scott e Knott

(1974), em nivel de 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quebra da dorméncia com reguladores

Para avaliar-se o papel de diferentes reguladores de crescimento na quebra das
sementes dormentes de estilosante, essas foram imersas em solucbes de diferentes
reguladores, sob duas concentracfes diferentes. As sementes tiveram sua dorméncia
quebrada quando tratadas com os reguladores de crescimento CEPA, BA e TU. Em
alguns lotes de sementes, a aplicagdo de CEPA 10™* mol dm™ foi suficiente para quebrar
totalmente a dorméncia das sementes acima de 90% (Tabela 1), resposta usualmente
encontrada (Vieira e Barros 1994). Ocasionalmente, em outros lotes, além da aplicagédo
do CEPA, uma citocinina (no caso BA) foi necessaria para complementar a acdo do
etileno (Figura 1), caso raramente observado (ver Burin et al 1987). A TU (10™ mol
dm™) quebrou a dorméncia das sementes de maneira similar, independentemente do lote

utilizado.

Tabela 1 — Germinacéo de sementes dormentes escarificadas de estilosante, com cinco
dias de idade pds-colheita, submetidas a tratamento com diferentes reguladores de
crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si, em nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

Tratamento, mol dm™ Germinacao, %
Controle 116+15¢c
TU 10 14,0+30c
TU 10* 875+19a
CEPA 107 736+26b
CEPA 10* 948+22a
BA 10° 336+31b
BA 10™ 51,2+45a
CEPA + BA 10° 85,6 +27a
CEPA + BA 10™* 956+1,7a
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Figura 1 — Germinacao de sementes de estilosante, com 115 dias de idade pos-colheita,
tratadas com CEPA, diferentes citocininas e a combinacdo dos dois grupos de
fitorreguladores, & concentracdo de 10° mol dm™. Letras maitisculas comparam todos
0s tratamentos e minusculas cada grupo de citocininas (citocinina e CEPA
(individualmente), a soma de citocininas e CEPA e a combinacdo de citocinina e
CEPA), pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade. D — sementes dormentes,
ND - ndo dormentes, CEPA — acido 2-cloroetilfosfonico, 2IP — dimetilalilaminopurina,
BA - benziladenina, CINET - Cinetina, DZ - dihidrozeatina, ZEA - zeatina, RIB -

ribosideo, CPFU — cloropiridilfeniluréia, DU — difeniluréia, PTU — thidiazuron

De acordo com Burin et al (1987), € possivel que existam trés lotes diferentes

de sementes de estilosante. Em um deles, as sementes podem sintetizar ou ativar
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citocininas suficientemente (maior parte das sementes), necessitando, portanto de
etileno; em um segundo, as sementes possuem, podem sintetizar ou ativar etileno
suficientemente, necessitando, portanto de uma citocinina; no terceiro lote, as sementes
ndo produzem nenhum dos dois fitorreguladores suficientemente, necessitando dos dois
principios. N&o foi observada nenhuma diferenca fenotipica morfologica entre estes trés
grupos de sementes e, aparentemente, quando as sementes requerem o etileno e uma
citocinina, por isso ndo se constituir resposta comum, o fato pode dever-se a uma
segregacdo recessiva. Por isso, todos esses reguladores isoladamente e suas
combinagdes foram utilizados na quebra da dorméncia das sementes.

No lote de sementes em que foram requeridos os dois fitorreguladores para que a
dorméncia fosse quebrada, os compostos isolados quebram a dorméncia em um nivel
muito baixo, mas quando CEPA foi aplicado em combinagfes com as citocininas, 0
efeito mostrou-se sinergistico, i.e., maior do que a soma do efeito dos dois compostos
isoladamente. Esse efeito sinergistico foi observado desde concentracdes mais altas de
10 mol dm™ até concentragdes baixas, como 10°® mol dm™. A concentracdo 10" mol
dm™ quebrou apenas parcialmente a dorméncia e ndo causou efeito sinergistico.
Provavelmente, os reguladores estavam em um nivel muito baixo (dados néo
mostrados).

Diversos trabalhos sobre germinacdo tém descrito um efeito sinergistico ou
aditivo quando citocininas e etileno (ou CEPA) séo utilizados conjuntamente. Khan e
Huang (1988) conseguiram reverter o efeito do estresse salino em sementes de alface,
com a utilizacdo desses dois fitorreguladores. De maneira semelhante, Rao et al (1975)
reverteram os efeitos da termoinibicdo e do &cido abscisico na germinacéo de sementes
de alface. Além disso, Tao et al (1974) quebraram a dorméncia de sementes de

Xanthium pensylvanicum Wallr. com a aplicagdo de cinetina e CEPA. Acredita-se que
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as citocininas induzam a biossintese de etileno por aumentarem os niveis de acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) (Logan e Stewart 1991; 1995) ou da oxidase
do ACC (Babiker et al 1993). Nesse caso, para atuarem de maneira complementar, 0s
dois reguladores estariam atuando em pools diferentes.

Sabe-se que tanto a capacidade de biossintese quanto a sensibilidade das
sementes de estilosante ao etileno sdo de fundamental importancia em seu processo
germinativo (Ribeiro e Barros 2004). Tanto as sementes dormentes quanto as néo-
dormentes séo capazes de produzir etileno, porém o nivel produzido pelas primeiras esta
muito abaixo do limiar necessario para a germinacgdo (Pelacani et al 2005). Assim, para
que as sementes dormentes e escarificadas germinem € necessario que alguma condicéo

fisica ou quimica que estimule a producdo de etileno seja aplicada as sementes.

4.2 Quebra da dorméncia por imersdo em agua

Sementes dormentes escarificadas imersas em agua mostraram que 9 h apds a
sua imersdo, a dorméncia foi parcialmente quebrada (as sementes germinavam no
préprio copo), e ap6s um periodo de 12 h de imerséo, a percentagem de germinacédo das
sementes chegou préximo a 70%, ndo mais diferindo entre os tempos de imerséo de 18
e 24 h (Figura 2 A). Ap6s o tempo de imersdo, quando as sementes foram transferidas
para as placas de Petri, a germinacdo continuou a ocorrer, indicando que o estimulo a
quebra da dorméncia aconteceu durante o alagamento. Quando sementes ndo-dormentes
escarificadas foram imersas em &gua, de maneira similar ao que ocorreu com as
sementes dormentes, a germinacdo foi superior a 80%, sob tempos superiores a 12 h de

imerséo (Figura 2 B).
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Figura 2 — Germinagdo de sementes escarificadas de estilosante submetidas a diferentes

tempos de imersdo no meio basal e depois transferidas para placa de Petri. A —
Sementes dormentes, com 90 dias de idade pds-colheita. B — Sementes ndo-dormentes
com 245 dias de idade pds-colheita. Letras maiusculas comparam a germinag¢do no copo
e mindsculas a germinagdo total (copo e placa de Petri), em nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

Segundo Cook et al (2005), as sementes de estilosante podem sobreviver a
curtos periodos de alagamento, mas ndo sobreviveriam a inundacgdes prolongadas. A
habilidade de germinar e crescer em condi¢des de alagamento é uma adaptacdo de
certas espécies a habitats e estacbes com condicBes favoraveis para a germinacao,
especialmente quando ocorre alagamento temporario do solo apds uma chuva. A perda
da dorméncia e germinacdo pode ocorrer porque, apos o alagamento, o solo torna-se
favoravel ao crescimento das plantulas (Baskin e Baskin 1998). Além disso, o
alagamento, além de diminuir os niveis de oxigénio, pode influenciar os niveis da
sintase do ACC, estimulando a producéo de etileno (Blom e VVoesenek 1996).

Assim, pode ser que o alagamento temporario constitua um fino ajuste para a
dispersdo e sobrevivéncia das sementes de estilosante. Porém, independentemente da
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estratégia de sobrevivéncia utilizada pelas sementes de estilosante, sabe-se que a
barreira tegumentar exerce grande influéncia, uma vez que sementes ndo-escarificadas,
independentemente de exibirem ou ndo endodorméncia, ndo germinam quando imersas
em agua por até 72 h, mesmo se escarificadas apds a imersao (ver tratamentos-controle
nas Tabelas 7 e 8, adiante). A barreira tegumentar impede a absorcdo de agua pelas

sementes, evitando que ocorra a germinacao, conforme seré discutido a seguir.

4.3 Germinacao de sementes intactas tratadas com reguladores

De acordo com Cook et al (2005), 100% das sementes de estilosante possuem o
tegumento rijo que ndo “amolece” durante o armazenamento normal. Esses dados estdo
de acordo com os presentes resultados de coleta nos anos de 2010 e 2011, j& que nédo se
observou germinagdo das sementes ndo-escarificadas, dormentes e ndo-dormentes no
tratamento controle (tris-HCI 10 mol dm™ pH 7,0) (Tabela 2), mas nas sementes
coletadas em 2004 e 2005, houve germinacdo das sementes, embora em um valor baixo.
Para que ocorresse uma expressiva germinacao, foi necessaria a aplicacdo de alguma
substancia que, estimulando a producdo de etileno, fosse capaz de penetrar no

tegumento das sementes.

Os maiores niveis de germinacdo encontrados nas sementes coletadas em 2005 e
2006 ocorreram quando as sementes estavam dormentes e foram tratadas com TU 2 X
10" mol dm™, BA + CEPA 2 x 10 mol dm™®, BA + CEPA 2 x10®° mol dm™ e CEPA 2
x 10* mol dm® Nas sementes coletadas em 2010 e 2011, os maiores niveis de
germinacao ocorreram também nas sementes dormentes, porém quando tratadas com
tris-HCI mol dm™ em pH 2,0; CEPA 2 x 10™* mol dm™; ACC 2 x 10 mol dm>e ACC 2
x 10 mol dm™. Curiosamente, nesse exemplo, a germinagdo das sementes tratadas com

TU 2 x10™* mol dm™ nao se mostrou elevada.
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Tabela 2 — Germinacdo de sementes dormentes e ndo-dormentes, sem tratamento de
escarificacdo (intactas), em quatro diferentes épocas de coleta. As sementes foram
tratadas com diferentes reguladores e colocadas para germinar em placa de Petri, em
camara de crescimento, a 30 °C. Letras maiusculas comparam sementes dormentes com

ndo-dormentes nas colunas (2005 com 2006 e 2010 com 2011) e minasculas comparam

as linhas, pelo teste de Scott-Knott em 5% de probabilidade

Tratamentos, mol dm™ 2005 2006 2010 2011

’ Nao-Dormen Dormentes | Nao-Dormen  Dormentes
tris-HCI 120+26Ea 3,6+0,7Fb 0,8+0,5Fb 0 Fb
Escarif mecanica 948+10Aa 10,0+x20Eb (81,2+15Aa 52+26Eb
pH 7,0 (troca 12 h) 20,0 £ 2,8 Da - 0 Fb 0 Fb
pH 3,0 (troca 12 h) 19,6 + 0,4 Da - 1,2+0,8Fb 0,8+05Fb
pH 2,0 (troca 12 h) 248+ 14Cb - 44+17Ec 628+21Ba
ACC2x10™* 18,8 + 2,7 Da - 08+05Fb 84+10Da
ACC2x 10 248+ 29 Ca - 40+17Eb 296+19Ca
TU2x10% 200+28Db 864+23Aa | 60+x13Dc 1,2+0,8Fd
BA 2 x10° 204+36Da 76+10Eb 1,6+0,7 Fc 0,4+0,4Fc
BA 2 x 10* 248+12Ca 14,8+2,6Dc 32+08Ec 0,8%+05Fc
CEPA 2 x 10° 192+1,7Da 14,8+1,7Da 28+13Eb 24+10Eb
CEPA 2 x 10™ 236+10Cb 420+3,7Ba 48+12Dc 532+35Ba
CEPA + BA2x 10 288+14Ca 356+23Ba 6,4+12Db 08+05Fb
CEPA + BA 2 x 10* 248+12Ch 84,8+0,5Aa 64+15Dc 4,8+18Dc

Em todos os demais tratamentos, embora tenha sido bem mais baixa, a

germinacdo de sementes ndo-dormentes mostrou-se estatisticamente igual ou superior a
das sementes dormentes. Nas sementes ndo-dormentes 0os maiores niveis de germinacao
foram obtidos quando as sementes foram coletas em 2005 do que em 2010 em todos 0s
tratamentos. Os reguladores de crescimento que promoveram maior germinacdo foram
TU 2 x 10" mol dm™®, CEPA 2 x 10 mol dm™, CEPA + BA 2 x 10 mol dm™®e 2 x 10

mol dm™, mostrando que foram as substancias mais permeantes.

As sementes dormentes exibiram maior permeabilidade aos reguladores de

crescimento do que as sementes ndo-dormentes, uma vez que exibiram maior
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germinacdo. Gillikin e Graham (1991) sugerem que a impermeabilidade do tegumento
estd associada com a desidratacdo das sementes durante os estadios finais de maturacao.
Além disso, Tweddle et al (2003) associam a tolerancia a dessecacdo de diversas
sementes com o estabelecimento da dorméncia fisica, a paradorméncia tegumentar, de
modo a torna-las mais tolerantes a dessecacao. A barreira fisica a entrada de agua é, na
maioria das vezes, devida a impermeabilidade das camadas de tecido palicadico do
tegumento e o desenvolvimento dessas camadas coincide com a desidratacdo durante a
maturacdo. A conseqiiéncia desse fendmeno é que as sementes chegam a um grau de
umidade em que ficam em equilibrio com o ambiente no momento da dispersdo
(Tweddle et al 2003) e, por estarem em um estado desidratado, sdo capazes de

sobreviver aos estresses ambientais (De Castro et al 2004).

Com o0 armazenamento, Hutton e Poter (1937) encontraram que a
impermeabilidade do tegumento das sementes da leguminosa Strophostyles helvola
esteve diretamente relacionada com o seu grau de umidade. Quanto menor o0 grau de
umidade, mais impermeével é o tegumento. 1sso pode ser uma explica¢do para a maior
impermeabilidade do tegumento das sementes ndo-dormentes (armazenadas por mais
tempo), uma vez que estas mostraram um menor grau de umidade (6,8%) do que as
sementes dormentes (9,3%). Com o armazenamento, as sementes tornam-se mais secas

e, portanto, mais impermeaveis.

Apesar de a dorméncia em sementes ser uma caracteristica determinada por
fatores genéticos, sua inducdo pode, tambéem, ser devida a fatores ambientais durante a
maturacdo. Além disso, um mesmo fator do ambiente pode promover efeitos variaveis,
de acordo com a espécie considerada, do mecanismo enddgeno envolvido e da possivel
influéncia de sementes “vizinhas” no mesmo fruto ou infrutescéncia (Marcos-Filho

2005). Assim, de acordo com Argel e Humphreys (1993 a, b), a dureza das sementes de
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S. hamata esta linearmente relacionada com o aumento da temperatura e a baixa
umidade do ar, durante a sua formacdo. Além disso, Cameron (1967) observou
diferentes niveis de dureza em S. humilis, de acordo com diferentes tempos de
florescimento em estacdes sucessivas, corroborando os dados da Tabela 2. I1sso tem uma
grande implicacdo na sucessdo ecologica das espécies uma vez que condigcdes gquentes
durante o florescimento e formacdo das sementes, induzem a formacdo de sementes
“duras”, que mantém a longevidade e o banco de sementes do solo (Argel e Humpreys
1993 a). Portanto, as diferencas de germinagdo encontradas entre as épocas de colheita
podem ser devidas as variacdes de temperatura, umidade e tempo de florescimento

ocorridos nos diferentes anos (Carnelossi 1996).

Independentemente de a diferenca na permeabilidade do tegumento de sementes
dormentes ser devida a fatores ambientais, é de fundamental importancia observar que o
embrido de estilosante conseguiu vencer a barreira tegumentar quando as sementes
foram tratadas com alguns reguladores de crescimento. O embrido das sementes
maduras de estilosante mostra-se no estadio torpedo de desenvolvimento, quando o0s
frutos séo dispersos pela planta (os frutos foram coletados, secos sobre bancada por
cinco dias e imediatamente fixados) (Figura 3). Nesse estadio, o embrido sofre
alongamento e expansdo de suas células e a radicula e o hipocoétilo sdo definidos
(Cocucci e Mariath 2004). O embrido de estilosante ocupa praticamente toda a semente
(Figura 4), sendo envolto por uma fina camada de endosperma e pelas camadas de
tecido que formam o tegumento (Figura 4 c, d). O eixo embrionario possui uma leve
inclinacdo e estd oculto por entre os cotilédones (Figura 3). Nao foram observadas
diferencas entre os tegumentos e embrides de sementes dormentes e ndo-dormentes
(estes com 330 dias de armazenamento). Isso indica que a endodorméncia é realmente

devida a fatores fisiol6gicos e ndo estruturais.
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100 pm

Figura 3 — Embrido de sementes de estilosante no estadio torpedo. EC: eixo

cotiledonar, EE: eixo embrionario, T: tegumento

O tegumento das sementes de estilosante € similar ao de S. hamata (Argel e
Humphreys 1993 c) e de algumas outras espécies de leguminosas (De Souza e Marcos-
Filho 2001), sendo composto de quatro camadas de tecidos (Figura 4). A mais externa é
uma fina cuticula, que pode ser observada apenas sob microscopia de luz. A cuticula
pode repelir a 4gua de acordo sua composicao, uma vez que pode conter componentes
hidrofobicos (ceras), semi-hidrofobicos (cutina) e hidrofilicos (pectina e celulose)
(Devine et al 1993). A segunda camada abaixo € de tecido pali¢adico (Figura 4 c, d),
com macroesclereidios alongados e orientados perpendicularmente com a superficie
externa da semente. Os macroesclereidios sdo compactamente distribuidos, com paredes
irregularmente espessadas e sem espacos intercelulares. De acordo com Baskin et al
(2000), a impermeabilidade do tegumento é essencialmente conferida por esta camada
de células e, além disso, Cavanagh (1983), trabalhando com sementes de Acacia

(Fabaceae), sugerem que sementes com essa estrutura possuem viabilidade muito longa.
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100 pm : 200 pm

Figura 4 — Eletromicrografias evidenciando o tegumento de sementes de estilosante. a —
Visdo geral do tegumento recobrindo o embrido. b- Detalhe do eixo embrionario e
endosperma. ¢ — Camada de tecido palicadico, hipoderme e parénquima. d — Detalhe da
hipoderme. EC: eixo cotiledonar, EE: eixo embrionario, Endo: endosperma, H: hilo,

Hipo: hipoderme, Pal: tecido pali¢adico, Par: tecido parenquimatico, T: tegumento

A terceira camada, de fora para dentro, € a hipoderme, constituida de
osteoesclereidios (Figura 4 c, d), que aparecem em toda a regido da semente, possuindo
grandes espacos aeriferos entre si. A seccdo mais interna é composta de tecido
parenquimatico (Figura 4 c), exibindo mais de uma camada de células de paredes finas,
tangencialmente alongadas e uniformemente distribuidas pelo tegumento. Toda a

extensdo do tegumento, exceto na regido do hilo, aparentemente exibe a mesma
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espessura. O tegumento é completamente liso e ndo foi observada nenhuma fissura em

toda a sua amplitude.

Nos testes histoquimicos ndo foram detectados compostos fendlicos, ligninas ou
lipidios no tegumento das sementes, tanto em sementes dormentes quando em néo-
dormentes. Compostos fendlicos, lipidios e ligninas influenciam a paradorméncia
tegumentar de diversas espécies, incluindo leguminosas (Zeng et al 2005). De acordo
com Debeaujon et al (2007), os compostos fendlicos, especialmente os flavondides,
aumentam a paradorméncia tegumentar de sementes por aumentarem a
impermeabilidade do tegumento. No género Pisum (Fabaceae), as espécies que possuem
sementes com tegumento impermeavel, como por exemplo P. elatius, possuem maiores
niveis de compostos fendlicos do que sementes com tegumentos permeaveis como P.
sativum, de modo que a permeabilidade do tegumento é inversamente proporcional ao
conteldo de compostos fendlicos no tegumento. Além disso, acidos fendlicos como
caféico, p-cumarico, ferulico, sindpico e vanilico, sdo considerados como possiveis
inibidores da germinacdo, j& que sua aplicagdo pode reduzir a germinacdo de sementes
(Debeaujon et al 2007). De maneira semelhante, Zeng et al (2005) também associaram o
conteddo de lipidios com a impermeabilidade do tegumento. Esses autores observaram
que a perda da paradorméncia tegumentar esta relacionada a diminuigéo de lipidios no
tegumento, uma vez que a composi¢do quimica dos lipidios que compGem a cuticula

pode ser alterada por aumentos de temperatura.

De acordo com Serrato-Valenti et al (1993), as sementes de S. scabra tambem
ndo apresentam ligninas em seu tegumento, mas foi detectada uma baixa concentracédo
de lipidios e compostos fendlicos nas camadas de tecido palicddico. Assim, a
impermeabilidade do tegumento das sementes de estilosante € devida especialmente a

compactacao dos macroesclereidios, que estdo uniformemente distribuidos, sem espacos
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intracelulares, que impediriam entrada de agua na semente. Porém, pode ser que em
uma pequena proporcao, a composicdo quimica do tegumento também influencie essa
impermeabilidade (observacédo pessoal). No entanto, para que iSSO Se comprove, outros
testes histoquimicos (por exemplo, para detectar-se a presenca de calose,
polissacarideos em geral, celulose) ou experimentos analiticos de quantificacdo
(empregando, por exemplo, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), que
conseguem verificar se realmente os compostos fendlicos e lipidios estdo presentes no
tegumento das sementes), precisam ser realizados para investigar-se a natureza do

tegumento de estilosante e esclarecer melhor os resultados encontrados.

Devido a impermeabilidade conferida pelos macroesclereidios do tegumento e
pelo enorme tamanho relativo do embrido em relacdo a semente, embora ndo tenha sido
realizado nenhum experimento para avaliar a for¢a que o embrido exerce para romper 0
tegumento das sementes, pode-se presumir que a barreira causada pelo tegumento
provavelmente imp&e maior limitacdo a entrada de agua no embrido do que a expansédo
do embrido. Isso também se evidencia pelo fato de que sementes ndo-dormentes
germinam quando algum tratamento de escarificacdo do tegumento, que permita a
entrada de agua e gases, € realizado, possibilitando o crescimento do embrido, que

conseqiientemente, rompe o tegumento.

4.4 Escarificacdo acida

Outra maneira de se quebrar a paradorméncia tegumentar das sementes de
estilosante é por meio da escarificacdo &cida, i. e., pela imersdo das sementes em acidos,
uma vez que alguns acidos causam abrasdo do tegumento das sementes (Foottit e Cohn

1992), o que possibilitaria a entrada de agua e de reguladores de crescimento na
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semente. Obviamente, quando néo sdo adicionados reguladores de crescimento capazes
de quebrar a endodorméncia de estilosante, apenas as sementes ndo-dormentes
respondem aos acidos, mostrando que seu efeito é o de provocar a abrasdo do
tegumento e ndo o de promover uma condi¢do acida que poderia levar a producéo de
etileno e quebra da dorméncia (Pelacani 2003) (Tabela 3). Porem, embora os mais altos
niveis de germinacdo tenham ocorridos com 10 e 15 min de imersdo em H,SO4, nesses
tempos foram observados efeitos deletérios do acido, uma vez que ocorreu
escurecimento da ponta da radicula das plantulas formadas (dados ndo mostrados).
Sabe-se que 0 aumento do tempo de imersdo de sementes dormentes e ndo-dormentes
em H,SO, pode reduzir a emergéncia e o crescimento de plantulas, por danos ao

embrido (Alves et al 2006).

Tabela 3 — Comparacdo da germinacdo de sementes dormentes (seis dias de idade pos-
colheita) e ndo-dormentes (240 dias) submetidas a diferentes tempos de imersdo em
H.SO,. Médias seguidas mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em

5% de probabilidade

Tratamento Dormente Néao-dormente
Intactas 04+04d 16+0,7d
Escarif mecanica 04+04d 816+08a
15s 0,0d 2,8+0,8d
30s 0,0d 56+15¢c
45s 0,8+05d 112+29¢c
1 min 0,0d 116+24c
2,5 min 0,0d 472+88Db
5 min 0,0d 336+53b
10 min 16+0,7d 70,4+4.8a
15 min 36+1,7d 91,2+26a
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A escarificacdo acida com acido cloridrico (HCI), por sua vez, ndo foi téo
eficiente em quebrar a paradorméncia tegumentar, ja que as sementes ndo-dormentes
ndo exibiram germinagdo expressiva (Tabela 4). E possivel que o HCI n3o tenha sido
capaz de provocar uma abrasdo significativa do tegumento das sementes. Estudos em
que sementes possuem sua paradorméncia tegumentar quebrada com H,SO4, mas nédo
com HCI, sdo relativamente comuns. Em um deles, Figueiredo e Popinigis (1979)
atribuem que a baixa germinacdo encontrada em sementes de malva tratadas com HCI
se deva a uma maior mortalidade das sementes em relacdo ao tratamento com H,SO,,

porém as causas que levaram a morte daquelas sementes ndo foram investigadas.

Tabela 4 — Germinacdo de sementes ndo-dormentes com 460 dias de idade pos colheita
submetidas a diferentes tempos de imersdo em HCI. Médias seguidas mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott em 5% de probabilidade

Tratamento, imersao Néao-dormente
Intactas 120+1,1b
Escarif mecanica 90,8+16a
1 min 100+360Db
2,5 min 10,0+3,3b
5 min 164+3,1b
10 min 140+19b
15 min 9,6+28Db
30 min 8,0+19b

Embora a germinacdo das sementes ndo-dormentes imersas em H,SO,4 por 10 e
15 min tenha sido semelhante a com escarificacdo mecanica, tempos de imersdo em
H.SO, iguais ou superiores a 2,5 min seguidos de posterior aplicacdo de reguladores de

crescimento foram suficientes para promover germinacdo igual a escarificacdo
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mecanica, independentemente do regulador utilizado (Tabela 5), mostrando que a

abrasd@o do tegumento por aqueles periodos de tempos foi eficaz.

Tabela 5 — Resposta de sementes ndo-dormentes de estilosante com 240 dias de idade
pos-colheita, a diversos reguladores de crescimento, em funcdo do tempo de imersdo
prévia das sementes em H,SO,. Letras maidsculas comparam os diferentes reguladores
dentro em um mesmo tempo de imersdo (colunas) e minusculas o efeito de cada
regulador em separado (linhas), dentro dos quatro tempos de imersdo, pelo teste de

Scott-Knott em 5% de probabilidade

Tempo de imersdo no H,SO,

Tratamento, mol dm™

45s 1 min 2,5 min 5 min
TU 10° 40+11Db 11,6+37Ch 272+83Ba 42,8+93Aa
TUu 10* 240+44Bd 56,8+44Cb 920+23Aa 720+93Ba
CEPA 107 144+26Cc 432+33Bb 820+31Aa 87,2+20Aa
CEPA 10* 256+12Cc 37,6+48Bb 740+19Aa 77,3+34Aa
BA 10° 176 +25Cc 448+25Bb 836+45Aa 740+3,7Aa
BA 10™ 16,0+20Cc 46,0+40Bb 860+30Aa 828+2,6Aa
CEPA + BA 107 18,0+25Cc 51,6+38Bb 832+10Aa 880+27Aa
CEPA +BA 10* 220+1,4Cc 452+43Bb 892+45Aa 864+1,7Aa

Germinacao de sementes intactas: 1,6 £ 0,7%
Germinacao de sementes escarificadas mecanicamente: 81,6 = 1,6%

As sementes dormentes tiveram sua dorméncia parcialmente quebrada quando

foram imersas em H,SO,4 por 45 s, e posteriormente colocadas nos reguladores de
crescimento TU 107 mol dm™ e CEPA + BA 10 mol dm™. Porém, em tempos iguais
ou superiores a 1 min de imersdo em H,SO, seguida de aplicacdo de TU 10 mol dm™, a
germinacdo foi superior a 70%, valor proximo ao de percentagem de germinacédo
encontrado em sementes ndo-dormentes escarificadas mecanicamente (Tabela 6). Com

5 min de imersio em H,SO,, o tratamento CEPA + BA 10™* mol dm? também
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promoveu mais de 70% de germinacdo das sementes Assim, os reguladores mais
eficientes em quebrar a dorméncia ap6s a imersdo em H,SO, foram TU 10" mol dm™e
CEPA + BA 10™ mol dm™. E, obviamente, apés o tratamento com H,SO4, em resposta
aos reguladores de crescimento, o embrido pode crescer e germinar, tanto em sementes

dormentes quanto em ndo-dormentes.

Tabela 6 — Resposta de sementes dormentes de estilosante com seis dias de idade pos-
colheita a diversos reguladores de crescimento, em funcdo do tempo de imersdo prévio
de sementes em H,SO,. Letras mailsculas comparam os diferentes reguladores dentro
de um mesmo tempo de imersao (colunas) e mindsculas o efeito de cada regulador em
separado dentro dos quatro tempos de imersao (linhas), pelo teste de Scott-Knott em 5%

de probabilidade

Tempos de imersdo no H,SO,

Tratamento, mol dm™

45 s 1 min 2,5 min 5 min
TU 10° 72+18Ca 116+46Ba 176+65Ca 7,6+23Ba
TU 10* 404+39Ab 764+85Aa 764+21Aa 872+26Aa
CEPA 107 20+11Db 44+20Cb 12+05Db 10,8+34Ba
CEPA 10™ 52+10Aa 16+04Ba 12+05Ba 27+15Ba
BA 10° 20+06Da 04+04Ca 08+05Da 16+0,7Ca
BA 10 08+05Da 16+08Ca 20+07Da 44+21Ca
CEPA + BA 10° 28+15Db 120+19Ba 92+16Ca 156+4,7Ba
CEPA + BA 10 220+20Ac 548+31Ab 512+39Ab 796 +3,6Aa

Germinacao de sementes intactas: 0,8 £ 0,4%
Germinacao de sementes escarificadas mecanicamente: 1,6 + 1,0%

Quando sdo comparadas a germinacdo total de sementes dormentes e nao-
dormentes em resposta aos reguladores de crescimento ap6s a imersdo em H,SO,,

observou-se que, em geral, a germinacdo das sementes ndo-dormentes é igual ou
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superior a das sementes dormentes (Tabelas 5 e 6). O Unico regulador que promoveu a
germinacao das sementes dormentes em nivel superior ao das ndo-dormentes foi a TU
10" mol dm™, nos tempos de imersdo por 45 s e 1 min. Nesses tempos, conforme dito
anteriormente, quando as sementes foram apenas escarificadas com H,SO,4, sem 0s
reguladores, a percentagem de germinacdo foi baixa, indicando que ndo ocorreu
escarificacdo completa do tegumento (Tabela 3). Porém, a TU 10 mol dm?, no
experimento com sementes intactas (Tabela 2), propiciou maiores niveis de germinagao
de sementes dormentes do que das ndo-dormentes. Assim, o fato de as sementes
dormentes escarificadas com H,SO, por 45 s e 1 min e tratadas com TU 10™ mol dm™
terem germinado mais do que as ndo-dormentes pode ser devido a uma maior
permeabilidade do tegumento a TU das sementes dormentes em relagdo as ndo

dormentes.

A imersdo das sementes em H,SO, causa ruptura do tegumento, uma vez que
expbe o lumen dos macroesclereidios, permitindo a embebicdo de &gua, o que
desencadeia a germinacdo de sementes ndo-dormentes (Nikoleave 1977). Durante a
germinacdo, a absorcdo de dgua promove o “amolecimento” do tegumento, o aumento
do volume do embrido e dos tecidos de reserva, facilitando a ruptura do tegumento, a
difusdo gasosa e a emergéncia da radicula. Proporciona, ainda, a difusdo de hormonios e
também a ativagdo de sistemas enzimaticos. Com isso, desenvolvem-se a degradacdo, a
translocacdo e a assimilagdo das reservas, resultando no crescimento do embrido

(Marcos-Filho 2005).

A escarificacdo de sementes com H,SO, é bastante empregada na quebra da
paradorméncia tegumentar. Observa-se uma grande variacdo na eficacia dos tempos de
imersdo das sementes de Stylosanthes em H,SO,. Em S. hamata, S. guianensis e S.

scabra, Nan et al (1998) encontraram que 6 min de imersdo em H,SO, sdo suficientes
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para obterem-se resultados positivos na germinacdo das sementes. Araujo et al (2000),
trabalhando com S. viscosa encontraram que os melhores resultados de germinacéo
foram obtidos com 10 min de imersdo. No entanto, tempos de imerséo de 5, 10, e 20
min ndo promoveram escarificacdo satisfatoria em S. macrocephala e provocaram
aumento no numero de sementes mortas em S. capitata (Carmona et al 1986). Rolston
(1978) menciona haver necessidade de determinar-se o melhor tempo de imersdo das
sementes no &cido, uma vez que 0 excesso de exposicao pode causar ruptura de células
essenciais do tegumento, favorecendo a invasao por fungos, injdrias mecanicas e danos

ao embrido.

Além dos diferentes tempos utilizados na escarificagdo &cida, a concentragédo de
acido adequada também varia entre as diferentes espécies (Araujo et al 1996). E ndo
apenas tratamentos de escarificagio com H,SO, sdo empregados na quebra da
dorméncia de leguminosas, havendo na verdade uma grande diversidade de tratamentos
gue podem ser aplicados. Por exemplo, Bhatt et al (2008) mostraram que sementes de
espécies de Stylosanthes germinam mais rapidamente quando escarificadas
mecanicamente do que quando tratadas com &cido ou agua quente, enquanto Mott e
McKeon (1979) observaram que o tratamento térmico colocando-se as sementes sobre
chapas de aluminio aquecidas foi mais efetivo do que o tratamento com calor seco em
fornos com temperatura controlada. Segundo Amri (2010), a imersdo em agua quente
foi o tratamento que propiciou os melhores resultados de germinagdo da leguminosa

Swartzia madagascariensis.

Essa variacdo de resultados encontrados é certamente devida aos diferentes
efeitos que cada tratamento de escarificacdo causa nas sementes (Figura 3) e as
diferencas anatbmicas das sementes das diferentes espécies. As sementes do estilosante

possuem o tegumento completamente liso, sem nenhuma rachadura, independentemente
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de estarem dormentes ou ndo-dormentes. Os Unicos orificios observados na semente s&o
o0 hilo e a micropila, que estdo localizados um ao lado do outro (Figura 3 a). O hilo é
heterocrémico, uma vez que possui coloracdo mais escura do que o restante da semente,

e tem formato circular.

Quando as sementes, dormentes e nao-dormentes, foram escarificadas com lixa,
os danos ocorreram preferencialmente na sua por¢do encurvada, especialmente na
extremidade pontiaguda da semente por onde ocorre a protrusdo da radicula (Figura 3
b). Observa-se que a presenca dessa “ponta” na semente protege o hilo e a micrdpila dos
danos causados pela escarificagdo com lixa. Por microscopia de luz, foi observado que a
lixa rompe a cuticula e os macroesclereidios (células do tecido palicadico) da regido
onde a lixa passa e separa essas células dos demais tecidos componentes do tegumento
(hipoderme e tecido parenquimatico). Assim, a escarificagdo mecanica cria uma espécie

de fenda que permite que a agua entre na semente (Figura 4).

A escarificacdo acida, por sua vez, corroe algumas regides do tegumento da
semente, criando depressdes (Figura 3 c). Quando essas depressOes estdo proximas
umas das outras, uma rachadura ligando as diferentes depressdes é formada no
tegumento da semente (Figura 3 d). O aumento do tempo de imersdo das sementes no
acido faz com que ocorra aumento do numero de depressbes (Figura 3 e) e,
conseqiientemente, mais rachaduras s@o formadas. A entrada de agua pode ocorrer tanto
nas depressdes quanto nas rachaduras, uma vez que as corrosdes ocorrem na cuticula e
células do tecido palicadico ja com apenas 1 min de imersdo em H,SO,4. Com 5 min de
imersdo, a corrosdo pode chegar a todos os tecidos do tegumento (Figura 4). Assim, é
importante que o tempo de imersdo ndo seja excessivo a ponto de corroer o embrido,

como provavelmente ocorre em tempos de imersao superiores a 5 mim.
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Figura 3 — Sementes de estilosante (dormentes e ndo-dormentes) submetidas a
escarificacdo. a — Semente intacta, lisa e com o hilo e a micrépila sem danos. b —
Semente escarificada com lixa. Os danos causados pela lixa ocorrem preferencialmente
na regido encurvada e na extremidade em que ocorre a protrusao da radicula (detalhe). ¢
— Semente escarificada com H,SQO4, por 1 min. d — Detalhe das rachaduras provocadas
pela escarificacdo com H,SO,, por 1 min. e — Semente escarificada com H,SO,, por 5
min. f, g — dados causados ao redor do hilo e da micropila de sementes imersas em
H,SO4 por 5 min. H: hilo, M: micrépila, D: depressdo, R: rachadura
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Figura 4 — Sementes de estilosante (dormentes e ndo-dormentes) submetidas a
diferentes tratamentos de escarificagdo. a — Semente intacta. b — Semente escarificada
com lixa. ¢ — Semente escarificada por 1 min com H,SO,. d — Semente escarificada por
5 min com H,SO4. Cut: cuticula, Pal: tecido palicadico, H: hipoderme, Par: tecido

parenquimatico. As setas indicam os danos causados pelos tratamentos de escarificagcdo

Outro dano observado nas sementes tratadas com &cido € uma corrosdo ao redor
do hilo e micrépila (Figura 3 f, g). J& com 5 min de imersdo em H,SO,, foi possivel
perceber que algumas camadas de células do hilo descolam-se do tegumento. Alguns
autores consideram que o hilo, assim como a micrépila e o estrofiolo atuam como sitios
especificos de entrada de 4gua em leguminosas (Agbo et al 1987). Porém, para Hyde
(1954), o hilo atua como uma valvula higroscépica apenas nos estadios finais de
maturacgdo, abrindo-se quando a umidade do ar é baixa e fechando-se quando ¢ alta, para

prevenir a absorcdo de agua pela semente, de modo a manter um equilibrio com a
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atmosfera. Essa situacdo mantem-se até o final da maturacdo da semente, quando o
contetdo de agua chega a cerca de 10%, e o hilo fecha-se completamente, mantendo
uma condicdo de absoluta impermeabilidade. Essa observacdo esta de acordo com 0s
resultados encontrados em sementes de estilosante, uma vez que sementes intactas ndo
germinam quando sao colocadas para embeberem-se em agua, demonstrando que o hilo

mantém-se impermeavel.

A ruptura do tegumento pelos diferentes métodos de escarificacdo, além de
aumentar a permeabilidade do tegumento a agua e gases, pode induzir o aumento da
sensibilidade da semente a luz e temperatura e pode remover inibidores e promotores da
germinacdo do tegumento, influenciando, assim, o metabolismo da semente (Mundim e
Salom&o 1999). Porém, a manutencdo de uma estrutura rija como o tegumento das
sementes de estilosante desempenha um importante papel ecoldgico. E sabido que um
tegumento de estrutura acurada, sem danos, constitui-se na melhor protecdo contra
flutuacbGes de umidade e temperatura que poderiam danificar o embrido ou facilitar a

instalagdo de microrganismos (Mohamed-Yasseen et al 1994).

4.5 Escarificacdo mecanica apds imersao nos reguladores

A permeabilidade do tegumento das sementes também foi examinada
escarificando-se mecanicamente as sementes ap0os terem sido imersas nas solucgdes dos
reguladores de crescimento. A possivel germinacdo de sementes dormentes apds a
escarificacdo, depois de terem sido colocadas em placa de Petri no meio basal, indica
que o regulador foi capaz de penetrar o tegumento, quebrar a dorméncia das sementes e
promover o crescimento do embrido, que se tornou capaz de romper a barreira

tegumentar. A escarificacdo posterior indica que a germinacdo deveria aumentar em
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numero e em velocidade, em relacdo as sementes ndo escarificadas tratadas com o0s
reguladores (subtopico 4.3 — Germinacdo de sementes intactas tratadas com
reguladores), mas o conceito de permeabilidade dos reguladores no tegumento nos dois

experimentos € 0 mesmo.

As sementes dormentes escarificadas apds o tratamento com os reguladores
tiveram a dorméncia parcialmente quebrada, independentemente de o tratamento com 0s
reguladores ter sido feito por imersdo em solu¢Ges em béquer (Tabela 7) ou em papel de
filtro embebido em placa de Petri (maior disponibilidade de oxigénio, em relacdo a
imersdo no béquer) (Tabela 8). Nessas duas condicbes, os reguladores de crescimento
mais eficazes foram TU 10™ mol dm™, ACC 10 mol dm™, BA 10" mol dm™ e CEPA +
BA 10 mol dm™. Porém, a imersdo das sementes em béquer propiciou também a
eficacia dos seguintes reguladores: CEPA 10 mol dm™, BA + GA; 10 mol dm™, e

CEPA + BA + GA310™ mol dm?.

O tempo de tratamento das sementes, tanto em placa de Petri quanto em béquer,
afetou a germinacao das sementes, uma vez que em todos os tratamentos, a imersao das
sementes nos reguladores por 48 e 72 h proporcionou maior germinagdo do que na
imersdo por apenas 24 h (Tabelas 7 e 8). Nesses experimentos, mesmo com 0 aumento
do tempo de imersdo nos reguladores, a germinacao foi baixa em comparacdo com o
experimento de sementes intactas (Tabela 2), parecendo que ndo houve penetracao forte
dos reguladores de crescimento no tegumento das sementes. Por outro lado, a
concentracdo dos reguladores de crescimento utilizada nesse experimento de
escarificacdo apds imersdo foi a metade da concentragéo utilizada no experimento com
sementes intactas. E, como ocorreu a germinacdo das sementes (mesmo que num nivel
mais baixo), deduz-se que os reguladores hajam penetrado o tegumento e que, com a

escarificacdo e entrada de maior quantidade de 4&gua na semente, o embrido pode crescer
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e romper o tegumento. O estimulo a germinacdo, portanto, ocorreu anteriormente a

escarificacdo mecénica, com a imersdo das sementes na solucdo dos reguladores.

Obviamente, a germinacdo somente ocorre se os reguladores de crescimento tiverem

sido capazes de penetrar no tegumento e atingir o embrido para que esse possa crescer e

romper o tegumento.

Tabela 7 — Germinacdo de sementes dormentes com 25 dias de idade pos-colheita,

submetidas a diferentes tempos de imersdo em diferentes solucBes de reguladores de

crescimento, em béquer (10 cm™® cada). Apds a imersdo, as sementes foram

escarificadas e levadas a germinar em placa de Petri. Letras maiusculas comparam todos

os valores da tabela e as minusculas linhas, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de

probabilidade

Tratamento, mol dm?

Tempo de imerséo das sementes

24 h 48 h 72 h
Intactas 0,0 Da 0,8+0,5Da 0,8+0,5Da
Escarif mecanica 3,2+2,6Ca 1,8+0,5Da 1,2+0,5Da
Intactas, apds imerséao 0,0 Da 0,0 Da 0,0 Da
Escarif mecénica, ap6s imerséo 0,4+0,4Da 7,2+1,2Ba 52+19Ba
ACC 107 3,2+x15Ca 76+15Ba 10,6 £1,7 Aa
TU 10* 2,0+0,6 Cb 10,4 + 2,8 Aa 12,8 +3,1 Ca
TU 1072 1,6+0,7Cb 9,2+ 2,6Ba 44+10Aa
CEPA 10™ 48+10Chb 7,6 +2,0Ba 12,4+ 2,0 Aa
BA 10* 2,8+0,8Ch 12,0+1,9 Aa 13,2+ 2,4 Aa
GA; 10™ 24+11Ca 7,2+29Ba 40+14Ca
CEPA + BA 10* 20+09Chb 14,4 + 2,8 Aa 8,8+1,5Ba
CEPA + GA;3 10™ 0,8+0,5Db 8,0+2,0Ba 8,4+1,0Ba
BA + GA; 10™ 16+1,0Dc 16,8 +1,9 Aa 6,0+ 0,6 Bb
CEPA + BA + GA; 10™ 28+0,5Ch 13,6 + 3,6 Aa 8,4+15Ba

Qualitativamente, o efeito dos reguladores de crescimento foi praticamente o

mesmo nos experimentos com sementes intactas (Tabela 2), imersas nos reguladores e

com sementes escarificadas apds o tratamento com reguladores (Tabela 7). Em ambos
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0s experimentos (Tabelas 2 e 7), os reguladores TU 10™ mol dm™, ACC 10 mol dm3e
CEPA + BA 10™* mol dm™ alcancaram boa penetracdo no tegumento. O regulador
CEPA 10™ mol dm™® mostrou uma penetragdo eficiente apenas no experimento com
sementes intactas, enquanto a BA 10™ mol dm™ promoveu altos niveis de germinacao
apenas no experimento com sementes escarificadas apds o tratamento com reguladores.

Porém, essas diferencas podem ser devidas aos diferentes lotes de sementes utilizados.

Tabela 8 — Germinacdo de sementes dormentes com 25 dias de idade pés-colheita,
submetidas a diferentes tempos de exposicdo a diferentes reguladores de crescimento
em papel de filtro embebido em placa de Petri (20 cm® cada). Apds a exposicio, as
sementes foram escarificadas e levadas a germinar em placa de Petri. Letras maiusculas
comparam todos os valores da tabela e as minusculas as linhas, pelo teste de Scott-

Knott, em 5% de probabilidade

Tratamento, mol dm?

Tempo de imersao das sementes

24 h 48 h 72 h
Intactas 0,8+0,5Da 0,8+0,5Da 0,8+0,5Da
Escarif mecanica 0,8+0,5Da 1,2+0,5Da 1,2+ 0,5Da
Intactas, apds a imerséo 0,8+0,5Da 0,4+0,4Da 0,0 Da
Escarif mecanica, apos imersao 8,0+ 3,0Ba 36+12Ca 4,8+1,0Ba
ACC 103 1,6 £0,7 Db 28+10Chb 10,2+ 2,0 Aa
Tu 10* 44+12Bb 13,6 + 2,3 Aa 11,6 + 3,3 Aa
TU 102 2,8+05Chb 8,8+ 2,8Ba 9,6 +29Ba
CEPA 10™ 0,8 +0,8 Db 48+16Ca 7,2+1,0Ba
BA 10* 52+13Bb 15,2+ 2,7 Aa 176 £1,8 Aa
GA; 10 32+12Ca 44+1,9Ba 0,8+0,5Db
CEPA + BA 10™ 32+13Cb 36+x1,2Chb 11,2+ 2,6 Aa
CEPA + GA; 10™ 0,8+0,5Db 20+1,0Bb 76+13Ba
BA + GA; 10* 28+15Cc 7,6+15Db 7,2+1,7Bb
CEPA + BA + GA; 10™ 1,6 +0,7 Db 32+1,0Cb 7,2+18Ba

A Dbarreira tegumentar também dificultou a penetracdo dos inibidores de

germinacdo. Mesmo com 0 aumento do tempo de imersdo de 24 para 72 h, a

38



germinacdo das sementes nao-dormentes foi superior a 90% em todos os tratamentos.
Mesmo que os inibidores possam ter penetrado vagarosamente pelos tegumentos, com a
posterior escarificacdo e entrada de dgua nas sementes, os inibidores absolutamente nédo
foram eficientes em inibir a germinacdo (Tabela 9). Uma possivel explicacdo para a
ineficacia dos inibidores € a de que o inicio do processo germinativo tenha ocorrido
muito antes de os inibidores conseguirem atingir os tecidos alvo. De acordo com
Pelacani (2005), a sintese de etileno em sementes ndo-dormentes inicia-se j a partir de
6 h de imersdo das sementes, processo irreversivel, de modo que os inibidores nédo

teriam sido capazes de inibir a germinacdo das sementes.

Tabela 9 — Germinacdo de sementes ndo-dormentes, com 300 dias de idade pos-
colheita, submetidas a diferentes solucdes de inibidores por 72 h, por imersdo em
béquer (10 cm™ de solucdo cada) e em placa de Petri de 150 mm (20 cm™ de solugéo
cada). Apds a exposicdo, as sementes foram escarificadas e levadas a germinar em placa
de Petri. Letras mailsculas comparam todos os valores da tabela e mindsculas as linhas,

pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Tempo de exposicao
72 h em béquer 72 h em placa

Tratamento, mol dm™

Intactas 1,6 +0,7 Ba 1,2+0,8Ba
Escarif mecanica 91,2+ 3,2 Aa 93,2+4,2 Aa
Intactas, apos a imerséo 0,8+0,5Ba 56+14Ba
Escarif mecanica, ap6s imersao 92,0+ 2,6 Aa 944+15 Aa
ABA 10* 952+1,6 Aa 91,4+1,6 Aa
AOA 107 93,2+ 3,8 Aa 97,6 £0,7 Aa
AVG 10™ 98,8 £5,7 Aa 90,8+ 1,9 Aa
Co*" 107 91,6 + 4,8 Aa 91,6 +1,7 Aa
AVG 10+ Co?* 10°° 89,8 + 4,3 Aa 85,2+ 1,2 Aa
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5 CONCLUSOES

O tegumento das sementes de estilosante (Stylosanthes humilis H.B.K.) impde
uma barreira fisica a germinacdo, provavelmente devido aos macroesclereidios que
compdem o tecido palicadico de maneira uniforme, sem espacos intracelulares. Até
certo ponto, alguns reguladores de crescimento podem penetrar vagarosamente no
tegumento intacto e estimular a germinacdo de sementes dormentes e nao-dormentes,
talvez por promover o crescimento do embrido que, assim romperia 0 tegumento. A
permeabilidade das sementes dormentes aos reguladores mostrou-se maior do que a das
sementes ndo-dormentes, embora em ambas a penetracdo dos reguladores tenha sido
lenta e vagarosa. Os reguladores que mais penetraram no tegumento das sementes foram
ACC 2 x 10° mol dm™, TU 2 x 10" mol dm™, CEPA 2 x 10 mol dm™, BA 2 x 10" mol
dm®, CEPA + BA 2 x 10™ mol dm™ e CEPA + BA 2 x 10®° mol dm™. Quando as
sementes dormentes foram tratadas com os promotores e posteriormente escarificadas
ocorreu quebra parcial da dorméncia das sementes, em especial sob imersdo por 48 e 72

h, sugerindo que realmente os reguladores de crescimento atingiram o embrido.

Quando escarificadas mecanicamente com lixa d’agua ou quimicamente pela
imersdo em H,SO,4 (por 5 min), as sementes tiveram sua paradorméncia tegumentar
quebrada. Os tratamentos de escarificacdo mecanica promovem ruptura da cuticula e
dos macroesclereidios, enquanto a escarificacdo acida provoca abrasdo das células no
tegumento, em maior ou menor profundidade, de acordo com o tempo de imersao no
acido. Os tratamentos de escarificacdo permitiram que os reguladores de crescimento
(especialmente TU 10" mol dm™, CEPA 10 mol dm™, BA 10 mol dm>e CEPA + BA
10 mol dm™) atingissem o embrido, que foi, assim, capaz de crescer e romper a

barreira tegumentar.
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